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Verfahren zur Herstelluna von L-2-Ainino- 
4- rhvdroxvmethvlphosphinvl^ -Buttersaure 

Die Erf indung betrif ft ein neues Verfahren zur Herstellung 
5 von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-Buttersaure, die 
Aktivitaten als Unkrautvertilgungsmittel bzv. Herbizid zeigt 
und von der bekannt ist, dafi sie als Herbizid brauchbar ist 
(siehe die JP-Patentverdffentlichung Nr. 56210/86 Oder die 
US-PS 4 265 654} / gemSfi der Definition im Oberbegrif f des 
10 Patentanspruchs 1 (GB-A-2 161 159) • 

Hinterorund der Erf induna 

Die bekannten Verfahren zur Herstellung von L-2-Amino-4- 
15 (hydroxymethylphosphinyl) -Buttersaure (nachstehend "L-AMPB" 
abgekiirzt) , die durch die folgende Formel (I) reprasentiert 
ist; 

O 
I 

20 CH,-P-CH^-CH^-CH*C00H (I) 

3 , 2 2, 

OH NH^ 



umfassen ein Verfahren, bei dem eine antibiotische Substanz 
25 SF-1293, d. h. L-2-Amino-4- (hydroxymethylphosphinyl) -buty- 
ryl-L-alanyl-L-alanin, die L-AMPB als eine Komponente des 
SF-1293-Molek(ils enthalt und als Herbizid wirksam ist (auch 
♦•Bialaphos" genannt; siehe JP-Patentverof f entlichung Nr. 
639/76 und US-PS-4 309 208), der Hydrolyse unterworfen wird 
30 (siehe die JP-Patentanmeldung, Erstveroff entlichung "Kokai" 
85538/73), und ein Verfahren, bei dem die SF-12 9 3 -Substanz 
mit einem mikrobiellen Enzyia abgebaut wird (siehe die JP-Pa- 
tentaniaeldung, ErstverSff entlichung "Kokai" 31890/74) . Au- 
fierdem ist ein veiteres Verfahren bekannt, bei dem AMPB in 
35 Form einer racemischen Mischung zuerst in einem chemischen 
Syntheseverfahren hergestellt wird (siehe die JP-Patentan- 
meldung, ErstverSff entlichung "Kokai** 91019/73 und 



84529/79), woraufhin das racemische AMPB-Produkt mit Hilfe 
eines mikrobiellen Enzyms der optischen Auf l&sung unterzogen 
wird, xim L-*AMPB zu ergeben. Aufierdem ist ein velteres Ver* 
fahren bekannt, das durch die Erfinder der vorllegenden An- 
5 meldung vor einiger Zeit verSf fentlicht viirde, wobei ein 

L--AMPB produzierender StaiuQ der Gattung StrBptomyces gezUch* 
tet wird, gefolgt von der Rtickgewinniing von L-AHPB direkt 
aus dem resul-tierenden NShrboden (siehe die JP-Patentanmel- 
dung, Erstverof fentlichung "Kokai" 47485/82) . 

10 

Daiftit ein Stoff mit Herbizid-Aktivitat, wie etwa L-AMPB her- 
gestellt, untersucht und als Herbizid entvickelt und 
schlieBIich als groStechnisches Herbizidprodukt auf den 
Markt gebracht verden kann, mtissen unbedingt Untersuchungen 

15 durchgefUhrt werden, um das Herstellungsverfahren der Herbi- 
zid-*Substanz so zu verbessern, dafi das Verfahren ftir die 
virtschaftliche und groBtechnische Herstellung geeignet ist, 
vahrend gleichzei-big erhebliche Forschungs- und Entwick- 
lungsarbeiten durchgefiihrt werden mtissen, um die Sicherheit 

20 und die Herbizid-*Wirkung der Substanz zu steigern* Die durch 
den vorstehend beschriebenen chemischen Syntheseprozefl her- 
gestellte AMPB ist ein Gemisch aus L-AMPB und D-^AMPB. D-AMPB 
selbst hat jedoch im wesentlichen keine Herbizid-Wirksam- 
keit. Auflerdem ist D-AMPB eine nichtnatiirliche Sxibstanz, und 

25 bei Anwendung am oder im Erdreich erfolgt ihr Abbau durch 
BaOcterien im Erdreich so langsam, daB die Gefedir besteht, 
dafi sie im Boden verbleibt und in einigen FSllen eine Um- 
veltgefShrdung bevirkt. 

30 Wenn L-AMPB mit dem Syntheseverfahren hergestellt werden 
soil, kann AMPB zuerst in Form einer racemischen Mischung 
hergestellt werden. Es ist somit notwendig, L-AMPB und 
D-AMPB getrennt voneinander aus der racemischen Mischung zu 
isolieren. Das Syntheseverfahren ist daher umstandlich, und 

35 die Ausbeute an L-AMPB ist gering. Dagegen kann das Verfah- 
ren zur Herstellung von L-AMPB, bei dem der Mikroorganismus 
Oder das mikrobielle Enzym genutzt wird, ausschliefilich 
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L-AMPB lief em, die eine nattirlich auftretende Substanz ist« 
Die nattirlich auftretende L-AMPB wird als ideales Herbizid 
angesehen, das frei von der Gefeihr einer UmweltgefShrdung 
ist, da diejenigen Anteile der L-AHPB, die keinen Anteil an 
5 der Austlbung der Herbizidwirkung haben und noch im Erdreich 
verbleiben, durch Bodenbakterien leicht abgebaut und laetabo- 
lisiert verden und somit nicht iiber lange Zeit im Erdreich 
verbleiben konnen. 

10 Im Hinblick auf die obige ErlSuterung haben wir, die Erfin- 
der, Forschungen durchgefUhrt und versucht, den Vorteil des 
chemischen Syntheseverf ahrens der Herstellung von AMPB, daB 
namlich AMPB groBtechnisch hergestellt werden kann, roit dem 
Vorteil des mikrobiologischen Verfahrens zur Herstellung von 

15 L-AMPB, daB nSmlich L-AMPB exklusiv hergestellt werden kann, 
zu kombinieren, so daB ein verbessertes Verfethren zur Her- 
stellung von L-AMPB erhalten wird, mit dem L-AMPB selektiv 
groBtechnisch hergestellt werden kann. 

20 L-AMPB kann als eine Art von Derivaten von a-AminosSure an- 
gesehen werden. In bezug auf gewohnliche a-Aminosauren, die 
normalerweise Proteine bilden, ist es bekannt, daB a-Amino- 
sauren allgemein durch Transaminierung ihrer entsprechenden 
2-OxosSuren \mter der Einwirkung von spezif ischen Transami- 

25 nasen gebildet werden konnen. Wir, die Er finder, haben uns 
daher fiir eine L-AMPB entsprechende 2-Oxosaiire inter essiert 
und haben eine solche 2-Oxosaure griindlich untersucht. Als 
Ergebnis wurde unerwartet entdeckt, daB dann, wenn 4- 
(Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxobuttersaure (nachstehend OMPB 

30 abgekUrzt) mit einer bestimmten Art von Transaminase oder 

einem Mikroorganismus , der fahig ist, eine solche Transami- 
nase zu erzeugen, in Gegenwart von wenigstens einem Aminodo- 
nor behcuidelt wird, OMPB innerhalb einer annehmbaren ReaOcti- 
onszeit mit erheblicher Ausbeute zu L-AMPB umgewandelt wer- 

35 den kann. 
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Detaillierte Beschreibuna der Erfinduna 

GemMB der Erfindung vird daher ein Verfahren angegeben ziir 
Herstellung von L-2-Amino-4-(hydroxyinethylphosphinyl)-But- 
5 ters^iure, reprSsentiert durch die Formel (I) : 



o 

CH,-P-CH-.-CH-,-CH-COOH ( I ) 

3 , 2 2 J 

OH NH^ 
10 2 
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durch Behandeln von 4-(Hydroxymethylphosphinyl) -2-^oxobutter- 
sSure, represent iert durch die Formel (II) : 

O 
1 

(II) 

OH O 



20 mit Glutaminsaure oder ihrem Salz als Aminodonor fiir das 

Substrat 4-(Hydroxyniethylphosphinyl) -2-oxobuttersaure in Ge- 
genwart einer Transaminase, die fahig ist, die Substratver- 
bindxing gemaS Fonael (I) in L-Aiaino-4-(hydroxymethylphos-' 
phinyl) -Butter sSure gemSfi Formel (I) in Gegenwart von Glut a- 

25 minsSure oder ihrem Salz als Aminodonor umzuvandeln, wobei 
die Glutamins&ure oder ihr Salz als Aminodonor in 2-'Keto-^ 
glutarsaure oder ihr Salz als Nebenprodxikt unter der Wirkung 
der Transaminase umgewandelt wird, und ist dadurch aekenn- 
zeichnet, daB die Transaminierungsreaktion des Substrats 4- 

30 (Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxobuttersa\ire gemafi Formel (I) 
mit Glutaminsatire oder ihrem Salz als dem Aminodonor in ei- 
nem wafirigen Reaktionsmedium mit einem alkalischen pH-Wert 
von 8,0 bis 9,0 wirksam ist durch Umsetzen des Substrats 4* 
(Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxobuttersaure in ihrer ur- 

35 spriinglichen hohen Konzentration mit Glutaminsaure oder ih- 
rem Salz, die zu Beginn in einem Molverhaltnis von 0,2 bis 
3,0 mol pro 1 mol des Substrats (OMPB) zugesetzt wird, und 
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in Gegenwart von Asparaginsaure oder ihrem Salz, die zu Be* 
ginn in einem Molverhalltnis von 1,0 bis 3,0 mol pro 1 nol 
des Substrats (OMPB) zugesetzt vird, vmd in Gegenwart von in 
Kultur geztichteten Zellen eines Mikroorganismus , der fahig 
5 ist, eine Transaminase mit einer enzymatischen Aktivitat zu 
erzeugen, um das Sxibstrat (OMBP) in das gewiinschte Produkt 
L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl) -Buttersaure in Gegen- 
wart von Glutaminsaure oder ihrem Salz als Aminodonor imzu- 
wandeln, und der auBerdem fahig ist, eine Transaminase mit 
10 einer GOT-Aktivitat zu erzeugen, um die als Nebenprodukt er- 
haltene 2-Ketoglutarsaure oder ihr Salz zu Glutaminsaure 
Oder ihrem Salz in Gegenwart von Asparaginsaure oder ihrem 
Salz, die als zweiter Aminodonor wirkt. Mm ihre Aminogruppe 
an die 2-Ketoglutarsaure abzugeben, zu regenerieren. 

15 

GemSfi einer Weiterentwicklung des Verfahrens nach der Erfin- 
dvmg wird die Substratverbindung (OMPB) in ihrer ursprtingli- 
chen hohen Konzentration von 0,1 bis 100 mg/ml in dem wSfiri- 
gen Reaktionsmedium gelost. 

20 

GemaB noch einer anderen Weiterentwicklung des Verfahrens 
nach der Erfindung wird die Transaminierungsreaktion bei ei- 
ner Temperatur in einem Bereich zwischen Raumtemperatur und 
60 °C durchgefOhrt. 

25 

Bei der DurchfUhrung des Verfahrens nach der Erf indting wird 
die Transaminase oder der Mikroorganismus, der fShig ist. 
Transaminase zu erzeugen, zur Reaktion mit OMPB tind der 
Aminodonor-Verbindung in einem wafirigen fliissigen Reaktions- 
30 medium veranlafit, das OMBP und die Verbindung, die fahig 
ist, als Aminodonor zu wirken, darin gelSst enthalt. 

Bei dem Verfahren gemaB der Erfindung kann es im allgemeinen 
bevorzugt werden, die Umwandlungsreaktion von OMPB zu L-AMPB 
35 durchzufiihren, wahrend gleichzeitig das Reaktionsmedium auf 
einen pH-Wert im Bereich von 7,5 oder hoher, bevorzugt in 
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einem Bereich von 8,0 bis 9,0 eingestellt wircl* Die pH-Ein- 
st:ellung kann erfolgen durch die Zugabe von Natriumhydroxid 
Oder einer geeigneten Puff erl5sung« Erwtinschte Reaktionsbe- 
dingungen konnen so eingestellt werden, dafi die Temperatiir 
5 und der pH-Wert des Reaktionsmediums in Temperatur- xmd pH- 
Bereiche fallen, die fUr die Wirkung der Transaminase oder 
des Transaminase-erzeugenden Hikroorganismus , der an der Re- 
aktion teilnimmt, optimal sind. Gewohnlich wird es bevor- 
zugt, die Reaktion bei einer Tempera tur in einem Bereich 
10 zwischen Raumtemperatur und 60 ®C, bevorzugt zwischen 25 «C 
und 50 durchzufuhren* 

Die als Ausgangsverbindung eingesetzte OMPB ist eine be- 
kannte Substanz* Die Herstellung und die physikalisch/ 

15 chemischen Eigenschaften von OMPB sind beispielsweise in der 
JP-Patentanmeldung, Erstverof fentlichung "Kokai" 92897/81 
Oder in der US-PS 4 399 287 beschrieben. Bei dem Verfahren 
gemaB der Erf indung wird die OMPB- Ausgangsverbindung gev5hn^ 
lich in dem Reaktionsmedium bei einer ursprilnglichen OMPB- 

20 Konzentration bevorzugt in einem Bereich von 0,10 bis 
100 mg/ml zu Beginn der Reaktion gelost. 

Gemafl einer anderen Weiterentwicklung des Verfahrens gemaB 
der Erf indung ist der eingesetzte Mikroorganismus, der fahig 

25 ist, die Transaminase zu erzeugen, ausgewahlt aus Strepto- 
myces hygroscoplcus SF-1293 FERH BP-130 oder ATCC 21705, 
Streptomyces hygroscoplcus NP-50 FERM BP-1368, Streptoinyces 
lividans 66 FERM BP-737, Streptomyces albxis IFO 13014 (ATCC 
3004) , Streptomyces griseus IFO 12875 (ATCC 23345) , Strepto-- 

30 vericillium cinnamoneum IFO 12852 (ATCC 11874) , Streptomyces 
morookaensis IFO 13416 (ATCC 19166) , Nocardia mediterremei 
ATCC 21271, Nocardiopsis dassonvillei JCM 3237, Streptomyces 
virxdochromogenes IFO 13347 (ATCC 14920) , Streptomyces viri- 
dochromogenes JCM 4977, Micromonospora carbonaceae NRRL 2972 

35 (ATCC 27114) , Escherichia coli ATCC 10798, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas cepacia ATCC 17759, 
Serratia marcescens ATCC 13880 und Mucor spinescens lAM Mu3. 
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Bevorzugte Beispiele des bei dem Ablauf des Verfahrens nach 
der Erf indung verfUgbaren Mikroorganismus konnen f olgende 
aufweisen: Streptomyces hygroscopicus Stamm SF-1293 (FEHH 
BP-130 Oder ATCC 21705; siehe JP-Patentverof fentlichung 
5 639/76 Oder US-PS 3 832 394), der als eln SF*1293-Silbstanz 
produzierender Stamm von Streptomyces bekannt: ist, und sei* 
nen mutierten Stamm Streptomyces hygroscopicus Stamm NP^SO 
(FERM P-7804 Oder FERM BP-1368; siehe JP-Patentanmeldung, 
Erstver of fentlichung "kokai" 58589/86, oder EP-Patentanmel- 

10 dung Verof fentlichxings-Nummer 0 173 327) sovie Streptomyces 
lividans Stamm 66 (FERM BP-737; siehe JP-Patentanmeldung, 
Erstverof fentlichung "Kokai" 175889/84, oder EP-Patentanmel- 
dung Verof fentlichungs-Nummer 0 196 375) . Aufierdem konnen 
alle anderen Hikroorganismen eingesetzt werden, solange sie 

15 jewells ein Enzym produzleren konnen, das die Transaminase- 
Aktivitat hat, die fShig ist, OMPB zu L-AMPB in Gegenwart 
des Aminodonors umzuwandeln. 

Mikrobiologische ChareJcteristiken des Stamms Streptomyces 
20 hygroscopicus SP-1293 sind in der JP-PatentverSf fentlichung 
639/76 Oder in der US-PS 3 832 394 beschrieben. Der Strepfco- 
myces hygroscopicus Stamm NP-50 (FERM BP-13 68) hat die glei- 
chen mikrobiologischen Charakteristiken wie der vorgenannte 
Stamm SF-1293, aber der genetische Charakter des Stamms NP- 
25 50 unterscheidet sich von dem des Stamms SF-1293 dadurch, 

daB der Stamm NP-50 die biosynthetische Fahigkeit zur Erzeu- 
gung der SF-1293-Substanz nicht aufweist (siehe JP-Patentan- 
meldung, Erstverof fentlichung "Kokai" 58589/86, oder die EP- 
Patentanmeldung VerSf f entlichvuigs-Nummer 0 173 327) . 

30 

Ferner sind die mikrobiologischen Eigenschaften von Strepto- 
myces lividans Stamm 66 (FERM BP-737) in der JP-Patentsuimel- 
dung, Erstverof fentlichung "Kokai" 175889/84, beschrieben. 
Unter den oben genannten mikrobiellen Spezies sind diejeni- 
35 gen mit den FERM P-Nummern in einer offentlichen japanischen 
Hinterlegungsstelle hinterlegt und aufbewahrt, und zwar dem 
"Fermentation Research Institute, Agency of Industrial 
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Scienc & Technology, Ministry of International Trade and 
Industry", 1-3, Higashi l-chome, Yatabe-xuachi, Tsukuba-gun, 
Ibaraki-ken, Japan, und diejenigen mit der FERH BP-Nuxomer 
sind in dersielben offentlichen japanischen Hinterlegungs- 
5 stelle unter dem Budapester Abkommen hinterlegt und aufbe* 
vahrt. 

Das bei dem Verfaihren nach der Erf indung brauchbare Enzym, 
d. h. die Transaminase, kann jede Transaminase sein, solange 
10 sie die Transaminase-Aktivitat hat, die fahig ist, OMPB in 
Gegenwart des Aminodonors in L-AMPB umzuwandeln. 

Bevorzugte Beispiele der bei dem Verfahren nach der Erf in- 
dung brauchbaren Transaminase konnen eine handelstxbliche 

15 Glutamat-Oxalessigs&ure-Transaminase (gew5hnlich GOT abge- 
kfirzt) (International Enzyme Classification Nr. EC 2,6,1,1) 
und eine handelsiibliche Glutamat-PyruvinsSure-Transaminase 
(gewShnlich GPT abgekUrzt) (International Enzyme Classifica- 
tion Nr. EC 2,6,1,2) sowie solche Enzyme sein, die die 

20 Transaminase-Aktivitat haben, die fSlhig ist, OMPB in Gegen- 
wart von L-Glutaminsaure als Aminodonor zu L-AMPB timzuwan- 
deln. Diese Transaminasen konnen entweder fiir sich oder in 
Kombination von zwei oder mehreren davon eingesetzt werden. 
Davon ist eine bevorzugte Kombination der Transaminasen eine 

25 Kombination oder ein System aus einer Transaminase, die au- 
fierdem die enzymatische Aktivitat zur Umwemdlung von 2-Keto- 
glutarsSure zu GlutaminsSure in Gegenwart von AsparaginsSure 
als Aminodonor hat, also eine Transaminase, die aufierdem 
eine sogenannte GOT-AktivitSt hat, und aus einem zweiten En- 

30 zym, das die Transaminase-Aktivitat zur Umwandlung von OMPB 
in Gegenwart von Glutaminsaure als Aminodonor zu L-AMPB hat. 

Beispielsweise ist es moglich, als eine Transaminase mit so- 
genannter GOT-Aktivitat die handelsubliche Glutaminsaure- 
35 Oxalessigsaure-Transaminase (International Enzyme Classifi- 
cation EC 2,6,1,1) Oder eine Transaminase zu verwenden, die 
ebenfalls die GOT-Aktivitat hat und die nach einem herkomm- 



9 



lichen Verfahren aus elnem Milcroorganismus mit GOT-AktivitSt 
extradiiert worden ist, beispielsveise aus Streptomyces by- 
groscopicus Stanon SF-1293 (siehe Jt^-Patentanneldung, Erst- 
veroffentlichung "Kokai" 47485/82; FERM BP-130; ATCC 21705). 
5 Diese Transaminasen, die auch die GOT-AktivitSt haben, kon- 
nen wiederxm entweder fur sich oder in Kombination einge- 
setzt werden. Als zweite Transaminase, die OMPB zu L-AMPB in 
Gegenwart von L-Glutaninsaure als Aminodonor umwandeln kann 
und die in Kombination mit der Transaminase eingesetzt wird^ 
10 die auch die sogenannte GOT-Aktivitat hat, kann jede Trans- 
aminase eingesetzt werden, solange sie OMPB in Gegenwart von 
L-GlutaminsSure zu L-AMPB umwandeln kann. 

Als Aminodonor-Verbindungen, die bei dem Verfahren nach der 
15 Erf indung ntitzlich sind, konnen alle bekannten Aminodonor en 
eingesetzt werden, wie etwa diejenigen, die in "SEIKAGAKU 
JIKKEN KOZA", Vol. 11, "Metabolism of Amino Acids and Bio- 
amines", zusammengestellt von The Japanese Biochemical So- 
ciety und verSffentlicht von Tokyo Kagaku Dozin Company Li- 
20 mited, oder in "Journal of Biological Chemistry", 247 . 2486 
(1972) , angegeben sind. 

Bevorzugte Beispiele der verfiigbaren Aminodonor- Verbindungen 
gemSB der Erf indung umfassen geradkettige L-a-Aminosauren, 

25 wie z.B. L-Glutaminsaure, L-Asparaginsaure, L-Alanin, L-Me- 
thionin, L-Glutauain und dergleichen; verzweigtkettige ali- 
phatische L-a-AminosSuren, wie z.B. L-Leucin, L-Isoleucin, 
L-Valin und dergleichen; basische Aminos&uren, wie z.B. L- 
Lysin, L-Ornithin, L-Histidin und dergleichen; sowie aroma- 

30 tische Aminos&uren, wie z.B. L-Phenylalanin, L-Tyrosin^ L- 
Tryptophan und dergleichen, und Alkalimetallsalze, wie z.B. 
Natrium- oder Kaliumsalz dieser Aminosauren. AuBerdem k5nnen 
den vorgenannten L-Aminosauren entsprechende D-Aminosauren 
gleichermaBen als Aminodonor bei dem vorliegenden Verfahren 

35 eingesetzt werden, Diese Aminodonoren konnen entweder ein- 
*zeln Oder in Kombination eingesetzt werden. Es wird bevor- 
zugt, als Aminodonor Glutaminsaure oder ein Salz davon in 
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Kombination mit Asparaginsilure oder einen Salz davon einzu- 
setzen. Das MolverhSltnis der Menge des Aminodonors zu der 
Menge von OMPB, die in dem Reaktionsmedium anvesend ist, 
kann im allgemeinen in einen Bereich von 10:1 bis 1:10 vor 
5 Auslosung der Reaktion liegen. 

Wenn GlutaminsSure und/oder Asparaginsaure als Aminodo- 

nor (en) bei dem Verfahren nach der Erfindung eingesetzt wer- 

den, kdnnen handelsiibliche Glutaminsaure oder Asparaginsaure 

10 als solche eingesetzt werden, Im allgemeinen konnen diese 
Aminosauren jeweils in Form eines Gemischs des D-Isomeren 
und des L-Isomeren vorliegen. Ihre L-Isomeren werden aber 
bevorzugt. Als Salze von Glutaminsaure und Asparaginsaure 
kSnnen ihre Alkalimetallsalze, insbesondere ihre Natrixm- 

15 Oder Kaliumsalze eingesetzt werden. 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verf ahrens gemSB 
der Erfindung werden Glutaminsaure (oder ihr Salz) und Aspa- 
raginsaure (oder ihr Salz) in Kombination eingesetzt. Die 

20 jeweiligen Konzentrationen dieser Aminodonor-Verbindungen 

und das Verhaltnis der Aminodonor-Verbindungen zu OMPB kon- 
nen bevorzugt wie nachstehend beschrieben eingestellt wer- 
den. Wenn diese Aminodonoren in hdheren VerhSltnissen als 
OMPB vorgesehen sind, so daB eine groBere Menge des Aminodo- 

25 nors als OMPB in dem Reaktionsmedium vorhanden ist, konnen 
die Reaktionsgeschwindigkeit und die Umwandlxingsrate von 
OMPB zu L-«lMPB zunehmen. Bin geeignetes Verhaltnis der 
Aminodonor-Verbindung zu OMPB kann aber vom wirtschaftlichen 
Stajndpunkt aus eingestellt werden. Im allgemeinen kSnnen das 

30 Molverhaltnis der Konzentration (oder der zuzusetzenden 

Menge) von Glutaminsaure oder ihrem Salz zu der Konzentra- 
tion (Oder der zuzusetzenden Menge) von OMPB bevorzugt in 
einem Bereich von 0,2:1 bis 3,0:1 liegen. Andererseits kann 
das Molverhaltnis der Konzentration (oder der zuzusetzenden 

35 Menge) von Asparaginsaure oder ihrem Salz zu der Konz ntra- 
tion (Oder der zuzusetzenden Menge) von OMPB vorteilhaft in 
einem Bereich von 1,0:1 bis 3,0:1 liegen. 



Werm ein Transaminase-erzeugender Mikroorganisnus mlt OMPB 
der Formel (II) und dem Aninodonor bei dem Verfahren nach 
der Erfindung umzusetzen ist, kann das VerfaQiren auf solche 
Weise durchgeftihrt warden^ daS der Mikroorganismus zuerst in 
5 einem Kulturmedium gezxichtet wird^ das bei der gewohnlichen 
Ztichtung von Mikroorganismen niitzliche Nahrstoffe enthalt. 
Es ist moglich, als Nahrstof f quellen alle herkommlichen 
NShrstof fquellen zu vetrwendea, die bei der normalen Ziichtung 
von Mikroorganismen in Kultur verwendet werden. Als Nahr- 

10 stof f-Kohlenstof fguelle kann beispielsweise Glucose, StMrke, 
Glyzerin, Sucrose, dicker Malzsyrup, Melasse oder derglei- 
Chen eingesetzt verden. Sie konnen entweder einzeln oder in 
Kombination eingese'tzt werden. Als Nahrstof f-Sticks toff- 
quelle kann beispielsweise Sojamehl, Weizenkeime, Fleischex- 

15 trakt, Pepton, Trockenhefe, Maiseinweichf lussigkeit, Ammoni- 
uiasulfat und dergleichen entweder einzeln oder in Kombina- 
tion eingesetzt werden. Es ist auBerdem zu empfehlen, dem 
Kulturmedium ein oder mehrere anorganische Salze, z.B. wie 
Calciumcarbonat, Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Phosphate 

20 je nach Bedarf zuzufiigen. Als Kultivierungsmethode ftir den 
Mikroorganismus ist die Fliissigkulturmethode, insbesondere 
die Submerskultivierungsmethode am besten geeignet. Die Kul- 
tivierung des Mikroorganismus kann unter aeroben Bedingungen 
stattf inden. Die fiir die Kultivierung geeignete Temperatur 

25 kann zwischen 25 ''C und 40 liegen. Die Kultivieriing kann 
zweckmSfiig iiber 1 bis 4 Tage bei Actinomyceten, 1 bis 2 Tage 
bei Bakterien, 1 bis 2 Tage bei Hefen und 1 bis 4 Tage bei 
Pilzen (Schimmelpilzen) ablaufen. 

30 Der resultierende Nahrboden des so kultivierten Trans- 

euninase-produzierenden Mikroorganismus kann als solcher ein- 
gesetzt werden. Falls gewiinscht, konnen die Mikrobenzellen 
von dem Nahrboden getrennt und dann mit Wasser oder physio- 
logischer Kochsalzlosung gewaschen werden. Die resultieren- 

35 den gewaschen, intakten Zellen konnen dann in einer geeigne- 
ten Zellkonzentration in einem Volumen von Wasser, physiolo- 
gischer Kochsalzlosung oder einer geeigneten waBrigen Puf- 



ferlosung suspendiert werden, urn eine gebrauchsfertige Zell- 
suspension zu ergeben. Dem Nahrboden oder der vSBrigen fltis*- 
sigen Suspension, die die Zellen des verwendeten Mikroorga- 
nismus enthMlt, verden dann OMPB (ein erstes Substrat) und 
5 die Aminodonor-Verbindung (ein zweites Substrat fttr das En- 
zym) entveder gleichzeitig oder nacheinander zugefilgt. 

Das resultierende fliissige Gemisch wird dann unter solchen 
Bedingvingen gehalten, dafi der Mikroorganismus mit OMPB rea- 

10 gieren kann und der Aminodonor die Umwandlungsreaktion von 
OMPB zu L-AMPB durchfiihren kann. Die Zellkonzentration und 
die Konzentration der OMPB und des Aminodonors in dem waBri- 
gen f liissigen Reaktionsmedium, in dem OMPB und ein Aminodo- 
nor mit dem Mikroorganismus auf die beschriebene Weise be- 

IS handelt werden, um zu L-AMPB umgewandelt zu werden, sowie 

die Reaktionstemperatur- und pH-Bedingungen konnen geeignet 
eingestellt sein, um das Reaktionsmedium unter solchen Be- 
dingungen zu halten, dafi die Umwandlungsreaktion von OHPB zu 
L-AMPB effizient ablMuft und der Mikroorganismus seine Wir- 

20 kung zeigen kann. Die Reaktionsdauer kann ebenfalls einge- 
stellt werden, um eine erhebliche Menge von L-AMPB in dem 
Reaktionsgemisch herzustellen und zu akkumulieren. 

Wenn dagegen bei dem Verfahren der Erf indung OMPB und die 
25 Aminodonor-Verbindung mit Transaminase (n) zu behandeln sind, 
werden OMPB und der (die) Aminodonor (en) einer Enzymlosung 
geeigneter Transaminase (n) in Wasser oder einer gepufferten 
Losung zugegeben und darin geldst, gefolgt von der Durchfiih- 
rung der enzymatischen Reaktion von OMPB. Die jeweiligen 
30 Konzentrationen der Transaminase (n) , von OMPB \ind dem (den) 
Aminodonor (en) in dem Reaktionssystem sowie die ReeJctions- 
temperatur- xind pH-Bedingungen konnen zweckmafiig auf ihre 
optimalen Bereiche eingestellt werden, in denen die Umwand- 
lungsreaktion von OMPB zu L-AMPB mit gutem Wirkungsgrad ab- 
35 lauft. 
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Als Transaminase kann eine Transaminase eingesetzt werden, 
die handelsiiblich in Form eines Enzymprodukts erhSltlich 
is*t. Al'ternativ ist es auch mdglich, entweder eine solche 
wafirige Rohenzymlosung, die direkt aus einem Nahrboden eines 
5 Actinomyceten, eines Bakteriiims, eines Pilzes Oder einer 

Hefe erhalten ist, als Transaminase-erzeugenden Mikroorga- 
nismus einzusetzen, der bei der Erfindung brauchbar ist, in- 
dem die Zellen des Mikroorganismus in dem Nahrboden aufge- 
schlossen werden, oder eine waBrige Losung eines Rohenzym- 
10 produkts in Wasser einzusetzen. Die waBrige RohenzymlSsung 

kann auch in Form eines waBrigen Extrakts der aufgeschlosse- 
nen Zellen des Mikroorganismus eingesetzt werden* 

Eine solche Rohenzymlosung, die aus dem oben beschriebenen 

15 Mikroorgamismus oder seinem Nahrboden mit einem bekannten 
Verfahren, wie etwa Ultraschallbehandlung oder Lysozymbe- 
handlung der Zellen erhalten ist, kann auch bei dem Verfah- 
ren der Erfindung eingesetzt werden, solange die Rohenzym- 
losung die Fahigkeit hat, L-AMPB aus OMPB in Gegenweurt des 

20 (der) Aminodonors(en) zu erzeugen. Es ertibrigt sich zu sa- 
gen, daB eine wMBrige L5sung des Enzyms in gereinigter Foxia 
ebenfalls verwendet werden kann. Es ist bekannt, dafl die 
Stabilitat und funktionelle Effizienz eines Enzyms oder Mi- 
kroorganismus gesteigezrt werden kann durch Immobilisieren 

25 desselben mit Hilfe eines organischen Losungsmittels, eines 
Vernetzungsmittels und Tragers oder dergleichen. Eine immo- 
bilisierte Transaminase oder ein immobilisierter, Trans- 
aminase-erzeugender Mikroorganismus, der mit einem solchen 
Immobilisierungsverfahren behandelt worden ist, kann auch 

30 bei dem Verfahren der Erfindung eingesetzt werden, soweit er 
die FShigkeit hat, L-AMPB aus OMPB zii erzeugen. 

Bei dem Verfahren der Erfindung kann die enzymatische Reak- 
tion zur Umwandlung von OMPB zu L-AMPB mit Transaminase (n) 
35 bevorzugt bei einem pH-Wert von 7,5 oder hoher, insbesondere 
in einem pH-Bereich von 8,0 bis 9,0 durchgefiihrt werden. Die 
ResOctionsbedingungen sollten geeignet innerhalb der Tempera- 
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tiir- und pH-Bereiche gewahlt werden, die fiir die AktivitSt 
der Transaminase (n) , die an der enzymatischen Reaktion be- 
teiligt ist, optimal sind. 

5 Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm des Verfahrens nach 

der Erfindung wird 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxobutter- 
saiire, d.h. OMPB, mit einer Oder mehrerer Transaminasen Oder 
Transaminase«*erzeugenden Mikroorganismen in Gegenvart sovohl 
von L-GlutaminsSLure oder ihrem Salz als auch L-Asparagin- 

10 saure oder ihrem Salz als Aminodonoren behandelt. Als bei 

dieser Ausftihrungsform eingesetzte Transaminase (n) wird be- 
vorzugt ein Enzymsystem verwendet, das aus einer Kombination 
eines Enzyms, das die Transaminase-Aktivitat zur Umwandlung 
von 2-Ketoglutarsaure zu Glutaminsaure in Gegenwart von L- 

15 AsparaginsMure als Aminodonor hat, d.h. eines Enzyms, das 

die Transaminase-AktivitMt hat, die in die Kategorie der so- 
genannten GOT-AktivitSt fSllt, und eines zweiten solchen En- 
zyms, das die Transaminase-AktivitSt hat, um OHPB zu L-ANPB 
in Gegenwart von L-Glutaminsaure als Aminodonor umzuwandeln, 

20 besteht, 

Auch dabei kann der Mikroorganismus, der bei der obigen be- 
vorzugten Ausftihrungsform des Verfahrens eingesetzt wird, 
ein Mikroorganismus sein, der fahig ist, ein Enzymsystem zu 

25 produzieren, das nicht nur eine enzymatische Aktivitat zur 
Umwandlung von 2-Ketoglutarsaure zu Glutaminsaure in Gegen- 
wart von L-Asparaginsaure als Aminodonor, d.h. die soge- 
nannte GOT-Aktivitat hat, sondern auch eine Transaminase-Ak- 
tivitat hat, um OMPB zu L-AMPB in Gegenwart von L-Glutamin- 

30 sMure als Aminodonor umzuwandeln, und dieser Mikroorganismus 
kann beispielsweise Streptomyces hygroscopicus Staxom SF-1293 
(FERH BP-130 Oder ATCC 21705) Oder sein mutierter Stamm 
Streptomyces hygroscopicus NP-50 sein (siehe JP-Patentanmel- 
dung, Erstveroffentlichung "Kokai" 58589/86; PERM P-7804 

35 Oder PERM BP-1368) . 
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Bel der obigen bevorzugten Ausfiihrungsform kann vorausge* 
setzt werden, daB OMPB die Aminogruppe aus der GlutaminsSure 
(Oder ihrem Salz) als einem der Aiainodonoren unter der Ein** 
wirkung des vorgenannten Transaminasesystems Oder Mikroorga- 
5 nismus empfangt, um L-AMPB zu bilden, wobei die Glutamin- 
sSure bei Abgabe ihrer Aminogruppe zu 2-Ketoglutarsaure 
wird, wahrend. die Asparaginsaure (oder ihr Salz) als weite- 
rer Aminospender seine Aminogruppe an die 2-Ketoglutarsaure 
unter der Einwirkung einer solchen Transaminase^ die auch 
10 die GOT-Aktivitat hat, abgibt, so daB 2-Ketoglutarsaure zu 
Glutaminsaure regeneriert werden kann und Asparaginsaure 
(Oder ihr Salz) selbst zu Oxalessigsaure und schlieBlich zu 
Pyruvinsaure umgewandelt wird. 

15 Au£ diese Weise ergibt das Verfahren der Erfindung eine Re- 
aktionsldsung, die L-AHPB vie erzeugt enthalt. 

Zusammenfassend kann also das Verfahren gemSB der Erfindung 
zweckmSBig auf solche Weise durchgefOhrt werden, dafi 4- 

20 (Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxobuttersaure mit wenigstens 
einer Transaminase behandelt oder umgesetzt wird in Gegen- 
wart von wenigstens einer Aminodonor-Verbindung, bevorzugt 
in Gegenwart sowohl von L-Glutaminsaure als auch L-Aspara- 
ginsSure oder ihren beiden Natriumsalzen, und zwar in einem 

25 waBrigen fliissigen Reaktionsmedium, in dem 4- (Hydroxymethyl- 
phospinyl) -2-oxobuttersaure und die Aminodonor^Verbin- 
dung(en) sowie die Transaminase (n) gelost worden sind, unter 
alkalischen Bedingungen in einem Bereich von pH 7,5 bis pH 
9,0 und bei einer Temperatur in einem Bereich von Raiimtempe- 

30 ratur bis 60 ^C* Aufierdero kann das Verfahren gemaB der Er- 
findung zweckmaBig auf solche Weise durchgefuhrt werden, daB 
4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxobuttersaure mit wenigstens 
einem Hikroorganismus behandelt oder umgesetzt wird, der fa- 
hig ist, wenigstens eine Transaminase zu erzeugen, und zwar 

35 in Gegenwart von wenigstens einer Aminodonor-Verbindung, be- 
vorzugt in Gegenwart sowohl von L-Glutaminsaure als auch L- 
Asparaginsaure oder ihren beiden Natriumsalzen, in einem 
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wSfirigen flUssigen Reaktionsmeditixa, in dem 4-(Hydroxy]aethyl- 
phosphinyl)-2-oxobuttersSiire und die Aminodonor-Verbin- 
dung(en) gelSst und die Zellen des Hikroorganismus suspen- 
diert worden sind, unter alkalischen Bedingungen von pH 7,5 
bis pH 9^0 und bei einer Temperatur in einem Bereich zwi^ 
schen Raumtemperatur und 60 Bei der Durchfiihrung des 
Verfahrens unter Verwendung der Zellen eines Transaminase- 
produzierenden Mikroorganismus konnen 4-'(Hydroxyniethyl-phos- 
phinyl) -2-oxobuttersaure und Aiainodonor-Verbindung(en) einexn 
Nahrboden eines zur Produktion der Transaminase fahigen Hi- 
kroorganismus, in dem die intakten Zellen des Mikroorganis- 
mus suspendiert sind, zugefiigt werden, und dann wird die 
Wechselwirkung zwischen 4-(Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxo- 
buttersSure, der (den) Aminodonor-Verbindung(en) und dem Hi- 
kroorganismus bewirkt. 

Auch hier kann das Verfahren der Erf indung zweckmafiig auf 
solche Weise durchgefUhrt werden, dafl 4-(Hydroxymethylphos- 
phinyl) -2-oxobuttersaure mit einem Extrakt eines Hikroorga- 
nismus, der fahig ist^, wenigstens eine Transaminase zu er- 
zeugen, und der die Transaoainase enthalt, in Gegenvar-t von 
wenigstens einer Aminodonor-Verbindung, bevorzugt in Gegen- 
wart sowohl von L-Glutaminsaure als auch L-Asparaginsaure 
Oder ihren beiden Natriumsalzen, in einem wafirigen fltissigen 
Reaktionsmedium behandelt wird, in dem 4-(Hydroxymethyl- 
phosphinyl)-2-oxobuttersaure und die Aminodonor-Verbin- 
dung(en) sowie der Transaminase-enthaltende Extrstkt des Hi- 
kroorganismus geldst worden sind, unter alkalischen Bedin- 
gungen von pH 7,5 bis pH 9,0 und bei einer Temperatur in ei- 
nem Bereich zwischen Raumtemperatur und 60 **C. UnabhSngig 
davon, auf welche Weise das Verfahren der Erfindung durchge- 
ftthrt wird, kann 4-(Hydroxymethylphos-phinyl) -2-oxobutter- 
saure in ihrer ursprunglichen Konzentration von 0,1 bis 
100 mg/ml in einem waSrigen flussigen Reaktionsmedium gelost 
werden, bevor die enzymatische Reaktion abzulaufen beginnt. 
Und 4-(Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxobuttersaur und die 
Aminodonor-Verbindung(en) konnen in einem Molverhaltnis in 
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einem Bereich von 1:10 bis 10:1 in einem waBrigen fliissigen 
Reaktionsmedium ursprtinglich vorhanden sein, bevor die nzy- 
matische Reaktion der Umwandlung von 4-(Hydroxymethyl*-phos** 
phinyl) •2-oxobuttersSiire zu L-2-Aniino-4-(hydroxymethyl- 
5 phosphiny 1 ) -butter sSure statt f indet • 

Wenn die Wechselwirkung zwischen 4- (HydroxyInethylphosphi- 
nyl)-2-oxobuttersaure (d. h. OMPB) , der (den) Aminodonor- 
Verbindung(en) und der (den) Transaminase (n) Oder den Zellen 

10 des Transaminase-erzeugenden Mikroorganismus gemaB den Ver- 
fahren nach der Erfindung stattgefunden hat, wird eine waB- 
rige Reaktionsldsung oder ein Reaktionsgemisch erhalten, das 
eine Henge von erzeugter L-2-Axnino-4-(hydroxyinethylphos-phi- 
nyl) -butter saure (d. h. L-AMPB) , eine Menge von nichtimge- 

15 setzt verbleibender OMPB, eine Menge der eingesetzten Trams- 
2aBinase(n) oder der eingesetzten Zellen des Mikroorgemismus 
enthSllt. Vor der Rtickgewinnung von L-AMPB aus dieser Reakti- 
onsl&sung oder diesexn ResOctionsgemisch wird es bevor zugt, 
die ReeUctionslSsung oder das Reaktionsgemisch zu zentrifu- 

20 gieren, wenn es die Zellen der eingesetzten Hikroorganismen 
enthalt. Durch diese Zentrifugierung konnen die mikrobiellen 
Zellen aus der Reaktionslosung oder dem -gemisch entfernt 
werden, und es wird eine Oberstandslosung erhalten^ die 
L-AMPB enthalt^ aber frei von den mikrobiellen Zellen ist. 

25 

Nachstehend wird die Ruckgewinnung des L-AMPB-Produkts aus 
seiner wSfirigen LSsung beschrieben. 

Die Rtickgewinnung \ind Reinigung von L-AMPB aus ihrer so er- 
30 haltenen waBrigen LSsung kann auf die gleiche Weise wie bei 
den bekannten Verfahren zur Rtickgewinnung und Reinigung von 
L-AMPB aus dem NMhrboden des L-AMPB-erzeugenden Mikroorga- 
nismus erfolgen, der nach dem bekannten Fermentverf ahren zur 
Erzeugung von L-AMPB erhalten wird. Die genauen Ablaufe zur 
35 Rtickgewinnung und Reinigung von L-AMPB sind in der JP-Pa- 
tentanmeldung, Erstv rof f entlichung "Kokai" 47485/82 be- 
schrieben. Beispielsweise kann die Rtickgewinnung und Reini- 
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gung von L*AMPB aus der Reaktionslosung, wie sie bei dem 
Verfahren der Erfindung erhalten wird, erfolgen durch Hin- 
durchftihren der L-AHPB-enthaltenden Reactions 15s\ing durch 
eine SSLule eines Ka-bionehaustauschharzes, vie z.B. Dovex 
5 50 W (Prodiikt von Rohm & Haas Co., Ltd., USA), im L-AHPB an 
dlesem Harz zu adsorbieren, woraufhin die HaoTZsgule nit Was* 
ser Oder verdiinnter wafiriger AitmoniaklSsung eluiert wird, \m 
Fraktionen des L-AMPB-enthaltenden Eluats zu erhalten. Die 
L-AMPB-enthaltenden Eluatfraktionen konnen dann gesammelt 

10 und unter reduziertem Druck eingeengt verden, um ein trok- 
kenes Pulver von L-AMPB zu ergeben. Die nach dem Verfahren 
der Erfindung erzeugte L-AMPB zeigt die gleichen physikali- 
schen und chemischen Eigenschaf ten wie eine authentische 
Probe von L-AMPB, die nach dem bekannten Fermentverfahren 

15 gemSfi der JP-Patentanmeldung, ErstverSf fentlichung "Kokai" 
47485/82 erhalten wird, und es ist auch beobachtet worden, 
daB die L-^AMPB, wie sie nach der vorliegenden Erfindung her* 
gestellt wird, die gleichen Herbizid-AktivitMten wie die 
L-AMPB zeigt, die nach dem bekannten Fermentverfahren herge- 

20 stellt wird, was durch einige Herbizidmethoden getestet 
wurde. 

Die Erfindung wird nachstehend unter Bezugnahme auf die fol- 
genden Beispiele erlSutert, auf die die Erfindung nicht be- 
25 schrankt ist* 

Beispiel 1 

Die Herstellung von L-AMPB wurde durch Umsetzen von ver- 
30 schiedenen Arten von handelsiiblichen Transaminasen mit OMPB 
durchgefilhrt, die in einem Vo lumen einer 50 mM Phosphatpuf- 
ferlosung (pH 6) , die eine Aminodonor-Verbindung wie zuge- 
setzt enthielt, gelost war. 

35 Bei den Experimenten, bei denen Glutaminsaure-Oxalessig- 

saure-Transaminase (GOT) (ein Produkt von Boehringer Mann- 
heim Co., Ltd.) als Transaminase-Enzym eingesetzt wurde, 
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warden sovohl L-Asparaginsaure (Asp) als auch L-Glutamin- 
saure (Glu) als Aminodonoren (als Substrate zur Abgabe der 
Aminogruppe) dem Reaktionsmedivun zugesetzt und darin gelost. 
Went! dagegen GlutaminsSure-PyruvlnsMure-Transaminase (GPT) 
5 (ein Produkt von Boehringer Mannheim Co., Ltd.) verwendet 
wurde, wurde L*Alanin (Ala) als der Aminodonor dem Resdcti- 
onsmedium zugesetzt und darin gelost. Bei Vervendung von 
Glutaminsauredehydrogenase (GLDH) fiir einen Referenztest 
wurden sowohl Ammoniumchlorid als auch NADH als Aminodonor 
10 zugesetzt* Zu Vergleichszwecken wurde die Erzeugung von 

Glutaminsaure (Glu) auch beobachtet durch Umsetzen von 2-Ke- 
toglutarsaure (2-KG) als Kontrollsubstrat) mit der verwende- 
ten Transaminase. 

15 Nach Durchfiihrung der enzymatischen Reaktion bei 30 ®C fiir 
50 min in jedem Experiment wurde das Reaktionsgemisch fUr 
3 min bei 100 erwMrmt, urn die Reaktion zu beenden. Das 
Reaktionsgemisch oder die -losung wurde auf pH 2 durch 
Zugabe von verdunnter waBriger Schwef elsMure eingestellt und 

20 zentrifugiert, vim eine Oberstandslosung zu erhalten. Die 

Mengen von L-AMPB und Glutaminsaure, wie gebildet und in der 
Oberstandslosung anwesend, wurden von einem Aminosaure-Ana- 
lysator bestimmt. Die Ergebnisse der Experimente sind in der 
Tabelle 1 gezeigt. 
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Tabelle 1 



ReeJctions- 



Verwendetes 


Substratverbm- 


Aminodonorverbin- 


produkt und 


Enzym und 


dung und ihre 


dung und 


ihre 


davon herge- 


davon zuge- 


Konzentration 


Konzentration 


stellte Menge 


setzte Menge 


(Mg/ml) 


(/ig/ml) 


(Mg/ml) 




OMPB 100 


Asp 


1000 


L-AMPB 2,8 


GOT 










(10 Einh./ 


OHPB 100 


Glu 


1000 


L-AMPB 3,7 


ml) 












2-K6 100 


Asp 


1000 


Glu 109 , 3 




(Kontr.) 








OMPB 100 


Ala 


1000 


L-AMPB 0,9 


GPT 










(4 Einh. /ml) 


2-KG 100 


Ala 


1000 


Glu 92 , 7 




(Kontr.) 










OMPB 100 


NADH+NH^ 


CI 


L-AMPB 1,9 








1000 




CLOG 










(60 Bin,/ 


2-KG 100 


NAOH+IIH4 


CI 


Glu 109 , 3 


ml) 


(Kontr.) 




1000 





Aus den Resultaten dcr Tabelle 1 geht: hervor, daB I*-AMPB aus 
OMPB durch die enzymatische Reaktion erzeugt wurde, obwohl • 
die Ausbeute an L-AMPB signifikant^ jedoch nicht so hoch wie 
die Ausbeute an Glutaminsaure aus 2-Ketoglut2ursaure war. 

Beispiel 2 

In der folgenden Tabelle 2 angegebene Test-BsUcterienstamne 
wurden separat in 40-ial*Portionen eines Kulturmediums 
geimpft^ das Nutrient-NShrboden (Produkt von Difco Corpora- 
tion) aufwies, gefolgt von produktiver Kultivierung der Bak- 
terien bei 28 fur 6 h. Die result ierenden Nahrboden wvir- 
den jeweils als Impfkultur verwendet und in einer Impfkul- 
turgroBe von 2 % in 40-'ml-Portionen eines Kulturmediums der 
gleichen Zusammensetzung wie oben geimpft und bei 28 iiber 
Nacht kultiviert, und OMPB wurde bis zu einer Konzentration 
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von 100 tig/ml jedem der resultierendenf'Nahrboden, die die 
Bakterienzellen enthielten, zugefugt. 

Jedem der resultierenden NahrbSden, die OMPB wie zugeftigt 
5 enthielten, wurde aufierdem Natrium-L-Aspartat auf eine Kon- 
zentration von 100 ng/ml als Aminodonor zugefUgt. Die fltis- 
sigen Gemische, die den Nahrboden, OMPB vind Natriim-L-Aspar* 
tat aufwiesen, wurden damit bereitgestellt. Danach liefi man 
die enzymatische Umwandlung von OMPB zu L-AMPB bei 28 «C filr 

10 24 h ablaufen, und die Reaktionsgemische wurden auf pH 2 mit 
25 % Schwef elsaure eingestellt, xm die Reaktaion zu beenden* 
Die Zellen wurden durch Zentrifugieren entfernt. Die Mengen 
von L-AMPB, wie gebildet in den jeweiligen erhaltenen tJber- 
stands losungen, wurden unter Verwendung eines Aminosaure- 

15 Analysators bestixnmt. Die Testergebnisse sind in der Tabelle 
2 zusammengefafit. 



Tabelle 2 



20 



25 



30 



Getesteter 
BeOcterienstamm 

Escherichia coli 
ATCC 10798 

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 10145 

Serratia marcescens 
ATCC 13880 



Produ- 
zierte 
Menge von 
L-AMPB 
(fig/ml) 



0,8 
8,3 
5,0 



GOT-Akti- 

vitat 

(Potenz) 
der Roh- 
enzymlo- 
sung 
(X 10""^ 
Einh./iQl) 



3,8 
342,0 
45,6 



Spezif ische 

Aktivitat 

des Enzyms 

(X 10"-^ 

Einh./ 

mg Protein) 



5,4 
686,7 

300,0 



35 



Aus der Tabelle 2 ist ersichtlich, dafi AMPB aus OMPB mit si- 
gnifikanten Ausbeuten produziert werden kann. 

40 Ferner wurden Portionen der Nahrboden, wie sie nach der oben 
angegebenen Kultivierung tiber Nacht bei 28 »C erhalten wor- 
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den waren, separat einer Ultraschallbehandlung unterworfen, 
\m die Bakterienzellen aufzuschliefien und Zellextrakte zu 
gewinnen. Die so erhaltenen Zellextrakte vurden sepeurat zen- 
trifugiert, uin waBrige Rohenzyml6sungen zu erzeugen. Die 
5 GOT-AktivitStswerte (Potenz) der jeweiligen so erhaltenen 
Rohenzymlosungen vurden el^enfalls gemessen und sind zur In- 
formation in der Tabelle 2 angegeben. Wie die Tabelle 2 
zeigt, beobachtet man eine bedeutende Korrelation zwischen 
den Mengen von erzeugter L^AMPB und dem gemessenen Hert der 

10 GOT-Aktivitat der Rohenzymlosung* AuBerdem wurden diese 

Rohenzymlosungen jeweils auf ihre Proteingehalte nach der 
Bio-Rad-Proteinanalysemethode analysiert^ und die spezifi- 
sche GOT-Aktivitat des in der Losung vorhandenen Enzyms 
(X 10"-^ Einheiten/mg Protein) wurde ausgewertet und ist in 

15 der obigen Tabelle 2 angegeben. 

Beispiel 3 

Streptomyces hygroscopicus Stamm SF-1293 (PERM BP-130) wurde 

20 in 10 ml eines Vorkulturmediums (enthaltend 2,0 % losliche 

Starke, 1,0 % Polypepton, 0,3 % Fleischextrakt, 0,05 % Dika- 
liumhydrogenphosphat; pH 7,0) inokuliert. Der genannte Stamm 
wurde bei 28 ^•C fUr 24 h schuttelkultiviert. Der resultie- 
rende Nahrboden wurde als Impfkultur verwendet und in einer 

25 Inokulumgrofie von 2 % in ein produktives Kulturmediiun 

(enthaltend 7,0 % Glucose, 4,4 % Bactosoyton, 0,327 % Kali- 
umdihydrogenphosphat, 0,0852 % Dinatriumhydrogenphosphat, 
1,15 % Dotite TES, und zwar N-Tris (hydroxymethyl)methyl-2- 
aminoethansulf onsMure, 0,0001 % Cobaltchlorid; pH 6,0) 

30 geimpft, und dann erfolgte die Kultivierung des Stamms SG- 
1293 bei 28 °C unter Beluftung und Bewegung. Nach Kultivie* 
rung tiber 4 Tage wurden die Mikrobenzellen durch Zentrifu- 
gieren gesammelt und mit einer 50 mM Phosphatpuffer losung 
(pH 6,0) gewaschen. Die Zellen wurden dann durch Ultra- 

35 schallbehandlung auf geschlossen (unter Verwendung einer 
•»KUB0TA INSONATOR" genannten Vorrichtung, 1,5 A, Dauer 
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1 min) f gef olgt von Zentrifugieren-ziim Erhalt einer Roh- 
enzymlosung. 

OMPB wurde auf eine Konzentratlon von 100 tig/ml ixnd L*-Aspa*- 
5 raginselure auf eine Konzentration von 200 iig/ml der Rohen- 
zymlSsung zugesetzt. Ein welter er Kontrolltest wurde durch- 
gefiihrt \inter Einsatz von 2-Ketoglutarsaure (2 -KG) als Kon- 
trollsubstrat fiir die Transaminierungsreaktion. Nacdidem die 
enzymatische Reaktion bei 30 °C fiir 2 h abgelaufen war, wur- 

10 den die Reaktionslosungen fiir 3 min bei 100 erhitzt, urn 

die Reaktion zu beenden. Die erhaltene Reaktionslosung wurde 
mit verdiinnter Schwefelsaure auf pH 2 eingestellt, und eine 
tJberstandslosung wurde durch Zentrifugieren der Reaktionslo- 
sung erhalten. Die Mengen von L-AMPB und Glutaminsaure, wie 

15 aus 2-KG gebildet, die in den Uberstandslosungen vorhanden 
waren, wurden von einem AminosSure-Analysator bestimmt. 
Testergebnisse sind in der Tabelle 3 gezeigt. 

Tabelle 3 

20 

Substrat Produkt und da von produzierte Menge 

(/ig/ml) 

OHPB L-AMPB 2,8 

25 2-KG 

(Kontrolle) Glu 67,9 

Beispiel 4 

30 (1) Streptomyces hygroscopicas Stamm NP-50 (FERM BP-1368) 

wurde in 10 ml eines Vorkulturmediims (enthaltend 2,0 % los- 
liche Starke, 1,0 % Polypepton, 0,3 % Fleischextrakt, 0,05 % 
Dikaliumhydrogenphosphat; pH 7,0) geimpft. Der genannte 
Stanffli NP-50 wurde bei 28 ^•C fiir 24 h schiittelkultiviert . Der 

35 result ierende Nahrboden wurde als Impfkultur genutzt und in 
einer InokulumgroBe von 2 % in ein produktives Kulturmedium 
(enthaltend 7,0 % Glucose, 4,4 % Bactosoyton, 0,327 % Kali- 
umdihydrogenphosphat , 0,0852 % Dinatriumhydrogenphosphat, 
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% 

1,15 % Dotite TES, 0,0001 % Cobaltchlorid; pH 6,0) geimpft, 
und dann erfolgte die Kultivierung des Staituns NP-50 bei 
28 unter Beluftung und Bewegung* 

5 (2) In einem Erlanmeyer^-Kolben von 250 mr vurden 20 ml des 
NShrbodens von Str^ptomyces hygroscopicas Staim NP-50, der 
£Ur 3 Tage in dem obigen produktiven Kulturmedium kultiviert 
worden war, 30 ml einer wSfirigen 0MPB-L6sung (OMPB-Konzen- 
tration: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 eingestellt) , 40 ml ei- 

10 ner wfifirigen L5s\ing von handelsUblichem Natrium-L-glutamat 
(Natrium-L-glutamat-Konzentration: 170 mg/ml) und 10 ml ei- 
ner 1 M Tris-HCl-Pufferlosung (pH 8,5) vereinigt. Die OMPB- 
Konzentration in den vereinigten Fltissigkeiten betrug ca. 
26 mg/ml. Unter sanftem Schiitteln des resultierenden fltissi- 

15 gen Gemischs bei 37 in dem Kolben lieB man die enzymati- 
sche Reaktion fiir 24 h ablaufen. Danach wurde das so erhal- 
tene Reaktionsgemisch zentrifugiert, um die Mikrobenzellen 
daraus abzutrennen, und die result ierende OberstandslSsung, 
die produziertes L-AMPB (100 ml) enthielt, wurde in einem 

20 AminosSure-Analysator analysiert, um die Menge von L-AMPB in 
der L5sung zu bestimmen. £s wurde gefunden, daB 14 mg/ml 
L-*AMPB hergestellt worden waren. 

Zusatzlich wurden gleichartige Experimente auch unter sepa- 
25 ratem Einsatz von L-Alanin oder Natrium-L-aspartat als 
Aminodonoren (wie zugesetzt auf eine Konzentration von 
170 mg/ml) durchgef iihrt. Es wurde beobachtet, daB 2,8 mg/ml 
L-AMPB bei Verwendung von L-Alanin uiid 1,5 mg/ml L-AMPB bei 
Verwendung von L-Aspartat produziert wurden. 

30 

(3) Die t}berstandsl5sung (100 ml), die durch Zentrifugieren 
des Reaktionsgemischs erhalten wurde, das bei Verwendung von 
Natrium-L-glutamat als Aminodonor in dem obigen Verfahren 
(2) gebildet wurde, wurde auf eine SMule aus 400 ml eines 
35 Kationenaustauschharzes "Dowex 50 W x 2" (H'*'-Form) (Waren- 
name; Produkt von Rohm & Haas Co.) aufgegeben, gefolgt von 
dem Bntwickeln mit verdfinntem waflrigem Ammoniak. Die L-AMPB 
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enthalt:enden Fraktionen des Eluats wurde aufgef angen und 
Ingeengt. Die konzentrierte Losung wiurde dann der Chro*- 
matographie auf einer Anionenaustauschharzsaule aus 150 ml 
"Dowex 1x2" (CH3 COO*- Form) (Warenname; Produkt von Rohm & 
5 Haas Co.) unterzogen. Nach dem Waschen der Harzs^ule mit 

Wasser wurde die Saule mit einer 0,3 N yslfirigen Essigsaure- 
lasung eluiert. 

Die L-AMPB enthaltenden Fraktionen des Eluats wurden unter 
10 reduziertem Druck bis zur Trockne eingeengt, gefolgt von ei- 
nem Trocknen im VeOcuum, um 720 mg L-AMPB als weiBes Pulver 
zu erhalten. Das weiBe Pulver wurde aus Methanol rekristal- 
lisiert. Die so erhaltenen Kristalle wurden auf eine Ubliche 
Weise analysiert, d. h. durch Bestimmen der Elementarana* 
15 lyse, der spezifischen optischen Rotation, des Schmelz- 

punkts, des IR-Absorptionsspektrums, des NMR-Spektrums und 
des Hassenspektrums . Es wurde bestatigt, dafi die erhaltenen 
L*AMPB-Kristalle mit einer authentischen Probe von L-AMPB 
vollkommen identisch waren. 

20 

Beispiel 5 

(1) Der Kulturboden (20 ml) von Streptomyces hygroscopicus 
Stamm NP-50 (FERM BP-1368) , der in dem produktiven Kulturme- 

25 dirun kultiviert wurde, das in Schritt (1) von Beispiel 4 
verwendet wurde, wurde in ein 30-ml^Zentrifugenglas ver- 
bracht und dann mit 3000 U/min fiir 10 min zentrifugiert. 
AusgefSlllte Zellen des Stamms NP-50 wurden in 30 ml einer 
50 mM Tris-HCl-Puffer losung (pH 8,5)) suspendiert, um die 

30 Zellsuspension herzustellen. In einem Erlenmeyer-Kolben von 
250 ml wurden 20 ml der Zellsuspension, 30 ml einer wSBrigen 
OMPB-Losung (OMPB-Konzentration: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 
eingestellt) , 40 ml einer waBrigen Losung von handelsObli- 
chem Natr ium-L-glutamat (Natr ium-L-glutamat-Konzentration : 

35 170 mg/ml) und 10 ml einer 1 M Tris-HCl-Puffer losung (pH 
8,5) vereinigt. Die OMPB-Konzentration in den vereinigten 
Flvissigkeiten war ca. 26 mg/ml* Unter leichtem Schiitteln des 
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result ierenden fltissigen Gemischs bei 37 liefi laan die en- 
zymatlsche Reaktlon fiir 24 h ablaufen. Danach wurde das so 
erhaltene Reaktionsgemlsch zentrifugiert, um die Hikroben- 
zellen daraus abzutrennen, und die resultierende ^erstands- 
5 losung, die produziertes L-AMPB (100 ml) enthielt, wurde in 
einem Aiainosaure-Analysator analysiert, uib die Menge von 
L-AHPB in der Losung zu bestinmen* Es wurde gef linden, dafi 
15 mg/ml L-AMPB hergestellt worden weuren. 

10 (2) Auf die gleiche Weise wie in Schritt (3) von Beispiel 4 
wurde L-AMPB-enthaltende tJberstands losung (100 ml), die in 
dem obigen Schritt (l) erhalten worden war, auf einer Saule 
aus 400 ml eines Kationenaustauschharzes "Dowex SOW x 2" 
(H"*"-Porm) chromatographiert, gefolgt von einem Entwickeln 

15 mit einem verdUnnten wSBrigen Ammoniak. Bei der Nachbehemd- 
lung der L-AMPB-enthaltennden Fraktionen des Eluats auf die 
gleiche Weise wie in Schritt (3) von Beispiel 4 wurden 
750 mg L-AMPB als weifies Pulver erhalten. 

20 Beispiel 6 

(1) Der Nahrboden (2 0 ml) von Streptomyces hygroscopicus 
Stamm NP-50 (PERM BP-1368) , der in dem in Schritt (1) von 
Beispiel 4 verwendeten produktiven Kulturmedium gezttchtet 

25 worden war, wurde in ein 30-ml-Zentrifugenglas verbracht und 
mit 3000 U/min fUr 10 min zentrifugiert* Ausgef&llte Zellen 
des Steunms NP-50 wurden in 30 ml einer 50 mM Tris-HCl-Puf- 
ferl5simg (pH 8,5) suspendiert, urn die Zellsuspension herzu- 
stellen. Nach AufschlieBen der Zellen in der Zellsuspension 

30 fiir 10 min rait einem Ultraschall-'Des integrator wurde die re- 
sultierende Suspension mit 10 000 U/min fiir 10 min zentrifu- 
giert, um 20 ml einer Rohenzymlosung als Uber stands losung zu 
ergeben. 

35 (2) In einem Erlenmeyer-Kolben von 250 ml wurden 20 ml der 
fjber stands losung (der Rohenzymlosung) , die wie oben erhalten 
worden war, 3 0 ml einer wSBrigen OMPB-Losung (OMPB-Konzen- 
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tration: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 eingestellt) , 40 ml ei- 
ner vaBrigen Losung von handelsiiblichein Natritm-L-gluteunat 
(Natrium^L-glutama^-Konzentration: 170 mg/ml) und 10 ml ei- 
ner 1 M Tris-HCl-Pufferlos\ing (pH 8,5) vereinigt. Die OMPB- 
5 Konzentratlon in den vereinigten Fltissigkeiten betrug ca. 

26 mg/ml. Unter sanftem Schiitteln des resultierenden flttssi- 
gen Gemischs bei 37 liefi man die enzymatische Reaktion 
fUr 24 h ablaufen. Danach wurde das erhaltene Reaktionsge- 
misch (100 ml) in einem Aminosaure-Analysator analysiert, um 
10 die in dem Reaktionsgemisch gebildete Menge von L-AMPB zu 
bestimmen. Es wurde gefunden, daB 16 mg/ml L-AMPB herge- 
stellt vorden waren* 

(3) Auf die gleiche Weise wie in Schritt (3) von Beispiel 4 
15 wurde das aus der enzymatischen Reaktion des obigen Schritts 
(2) erhaltene Reaktionsgeioiisch (100 ml) auf einer lonenaus*- 
tauschharzsMule aus 400 ml "Dowex 50W x 2" (H'^-Foria) chroma- 
tographiert, gefolgt von einem Entwickeln mit verdiinntem 
wHBrigem Ammoniak. Bei Nachbehandlung der L-AMPB-enthalten- 
20 den Fraktionen des Eluats auf die gleiche Weise wie in 

Schritt (3) von Beispiel 4 wurden 740 mg L-AMPB als weiBes 
Pulver erhalten. 

Beispiel 7 

25 

(1) Streptomyces lividans Staram 66 (FERM BP-737) wurde in 
10 ml eines Vorkulturmediums der gleichen Zusammensetzung 
wie des in Schritt (1) von Beispiel 4 verwendeten ein* 
geimpft. Der obige Mikroorganismus wurde bei 28 fiir 24 h 
30 schiitttelkultiviert. Der resultierende Nahrboden wurde als 
Impfkultur verwendet und in einer InokulumgroBe von 2 % in 
ein produktives Kulturmedi\im der gleichen Zusammensetzung 
wie des in Schritt (1) von Beispiel 4 verwendeten geimpft 
und dann bei 28 •'C unter Beliiftung und Bewegung kultiviert* 

35 



(2) In einem Erlenmeyer-Kolben von 250 ml wurden 20 ml des 
Nahrbodens von Streptomyces lividans Stamm 66, der fiir 3 
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Tage in dem obigen produktiven Kulturmediim kultiviert vor* 
den war, 30 ml elner wSBrigen OMPB-Losung (OMPB-Konzentra- 
tion: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 eingestellt) , 40 ml einer 
wSfirigen Losung von handelsUblichem Natrium-L-glutemat 
5 (Natrium-L-glutamat-Konzentration: 170 mg/ml) nnd 10 ml ei- 
ner 1 M Tris-HCl-Puff erlosung (pH 8,5) vereinigt. Die OMPB- 
Konzentration in den vereinigten Fliissigkeiten war ca. 
26 mg/ml- Unter sanftem Schutteln des resultierenden fliissi- 
gen Gemischs bei 37 in dem Kolben lieB man die enzymati- 

10 sche Reaktion fiir 24 h ablaufen. Danach wurde das so erhal- 
tene Reaktionsgemisch zentrifugiert, um die Mi]crobenzellen 
deoraus abzutrennen, und die resultierende tJber stands losung, 
die produziertes L-AMPB enthielt (100 ml) , wurde in einem 
AminosSure-Analysator analysiert, um die Menge an L-AHPB in 

15 der fJberstandslosung zu bestimmen. Es wurde gefunden, dafi 
6 mg/ml L-AHPB erzeugt worden waren. 



Beispiel 8 

20 (1) Streptomyces hygroscopicus Stamm SF-1293 (PERM BP-130; 
ATCC 21705) wurde in 10 ml eines Vorkulturmediums der glei- 
Chen Zusammensetzung wie des in Schritt (1) von Beispiel 4 
verwendeten eingeimpft. Der obige Stsunm SF-1293 wurde bei 
28 fiir 24 h schflttelkultiviert. Der resultierende NShrbo- 

25 den wurde a Is Impfkultur verwendet und in einer Inokulum- 
grofie von 2 % in ein produktives Kulturmedium der gleichen 
Zusammensetzung wie der in Schritt (1) von Beispiel 4 ver- 
wendeten geimpft, und dann wurde der Stamm SF-1293 bei 28 ^'C 
unter Beluftung und Bewegung kultiviert. 

30 

(2) In einem Erlenmeyer -Kolben von 250 ml wurden 20 ml des 
Nahrbodens von Streptomyces hygroscopicus Stamm SF-1293, der 
fiir 3 Tage in dem obigen produktiven Kulturmedium kultiviert 
worden war, 30 ml einer waiirigen OMPB-Losung (OMPB-Konzen- 
35 tration: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 eingestellt) , 40 ml ei-- 
ner wSBrigen Losung von handelsiiblichem Natrium-L-glutamat 
(Natrium-L-glutamat-Konzentration: 170 mg/ml) und 10 ml ei- 
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ner 1 M Tris-HCl-PufferlBsung (pH 8,5) vereinigt. Die OMPB- 
Konzentration in den vereinigten Fliissigkeiten betrug ca. 
26 mg/ml. Unter sanftem Schiitteln des result ierenden fltissi*- 
gen Gemischs bei 37 in dem Kolben liefi man die enzymati*- 
5 sche ReaJction fiir 24 h ablaufen. Danach wurde das so erhal*- 
tene Reaktionsgemisch zentrifugiert, \m die Hikrobenzellen 
daraus abzutrennen, vmd die resultierende Oberstandslosung, 
die produziertes L-AMPB (100 ml) enthielt, wurde in einem 
Aminosaure-Analysa-tor analysiert:, urn die Menge an erzeugtem 
10 L-AMPB in der tJberstandslosung zu bestimmen. Es wurde gefun- 
den, dafl 7 mg/ml L-AMPB prodzuiert worden waren. 

(3) Auf die gleiche Weise wie in Schritt (3) von Beispiel 4 
wurde die in dem obigen Schritt (2) erhaltene fjberstandslo- 

15 sung (100 ml) auf einer lonenaustauschharzsSule von 400 ml 

**Dowex SOW X 2" (H"*'-Form) chromatographiert, gefolgt von ei- 
nem Entwickeln mit einem verdiinnten waBrigen Ammoniadc* Bei 
Nachbehandlung der L-AHPB-enthaltenden Fraktionen des Eluats 
auf die gleiche Weise wie in Schritt (3) von Beispiel 4 wur- 

20 den 350 mg L-AMPB als weiBes Pulver erhalten* 

Beispiel 9 

In 100 ml einer 50 mM Tris-HCl-Pufferl5sung (pH 8,5) wurde 
25 20 g eines nassen Kuchens handelstiblicher BSckerhefe 

{Saccharomyces cerBvisiae; ein Produkt von Oriental Yeast 
Co., Japan) suspendiert. In einem Erlenmeyer-Kolben von 
250 ml wurden 20 ml der resultierende Zellsuspension der 
Backerhefe, 30 ml einer wafirigen OMPB-Losung (OMPB-Konzen- 
30 tration: 87 mg/ml, vorher auf pH 7,0 eingestellt) , 40 ml ei- 
ner wSBrigen Losung von handelsiiblichem Natrium-L-glutamat 
(Natrium-L-glutamat-Konzentration: 170 mg/ml) und 10 ml ei- 
ner 1 M Tris-HCl-Puffer losung (pH 8,5) vereinigt. Die OMPB- 
Konzentration in den vereinigten FlUssigkeiten betrug dann 
35 ca. 26 mg/ml. Unter Schiitteln des resultierenden fliissigen 
Gemischs bei 37 *»C fiir 24 h lieB man die enzymatische Um- 
wandlung von OMPB ablaufen. Das so erhaltene Reaktionsge- 
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misch ,wurde zentrifugiert, im die Hef ezellen daraus abzu- 
trennen, und die resultierende t^berstsmdsl&sung, die produ- 
zierte L-AMPB enthielt (100 ml) , wurde in einem AminosMure- 
Analysator analysiert, um die Menge L-AMPB in der tiber- 
5 standslSsxing zu bestiiunen. Es wurde geftinden, dafi 6 mg/ml 
L-AMPB produziert worden war en. 

Beispiel 10 

In 50 mM Tris-HCl-PufferlSsung (pH 8,5), die 400 Mg/ml OMPB 
und 600 /ug/ml L-Glutaiainsaure enthiel't, die zugesetzt und 
gelost worden war en, wurde eine Transaminase mit OMPB umge- 
setzt, um L--AHPB zu produzieren. Als Transaminase wurde eine 
handelsiibliche GlutaminsSure-Oxalessigsaure-Transauainase 
(GOT) (ein Produkt: von Boehringer Mannheim Co.) eingesetzt. 
Die GOT-Konzentra-tion wurde auf 40 Einheiten/ml eingestellt. 
Nach Ablauf der enzymatischen Reaktion bei 37 fUr 24 h 
wurde die result ierende Reaktionslosung fiir 3 min bei 100 
erhitzt, \m die Reaktion zu beenden. Danach wurde die Reak- 
tionslosxing mit verdiinnter Schwefelsaure auf pH 2 einge- 
stellt und dann zentrifugiert, um die unloslichen Feststoffe 
zu entfernen und eine OberstandslSsung zu erhalten. Die 
Menge von L-AMPB in der fiber standslosung wurde von einem 
AminosMure-Analysator bestimmt. Dieser war ein Modell 
"MLC-703" von ATTO CORPORATION, Japan, und die Verweildauer 
war auf 12 min eingestellt, Bs wurde gefunden, daB 100 fig/jAl 
L-AMPB in der tiberstandslSsung produziert worden waren« 

Beispiel 11 
30 

( 1) Kultivierungsmethode : 

Mehrere Spezies von Mikroorganismen, die in den folgenden 
Tabellen 4 bis 8 aufgefUhrt sind, wurden von ihren jeweili- 
gen Impfkulturplatten in Volumina (lO-ml-Portionen) eines 
35 flttssigen Kulturmediums (enthaltend 0,5 % Glucose, 0,3 % He- 
feextrakt, 1,0 % Fleischextrakt, 1,0 % Pepton, 0,3 % Natri- 
umchlorid; pH 7,0), das in groJJvoliimige Reagenzglaser einge- 
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bracht wsur, inokuliert. Ein Stuck EdelstahlknSuel wurd 
ebenfalls in solche ReagenzglMser Ingebracht, die fiir die 
Kultivierting der Actinomyceten verwendet wvirden* Die inoku- 
lierten Mikroorganismen warden dann separat bei 28 fUr 
5 24 h (Oder 48 h) auf Glasschattlern kultiviert. 

(2) Her st el lung von Zellproben: 

Nach der Kultivierung vurden 1-ml-Portionen der resultieren- 
den Nahrboden (ausgenoxnmen 0,2-ml-Portionen der Pilzkultur 
10 im Fall der Pilze) jeweils in Mikrotestrohrchen (Produkt von 
Eppendorf Co., Ltd.) entnommen und mit 12 000 U/iain fiir 
3 min zentrifugiert . Die tiberstande wie gebildet wurden be- 
seitigt, und die abgesetzten verbleibenden Zellen wurden je- 
weils als Zellproben gesanunelt. 

15 

(3) Enzyxnatische Reaktionen: 

Jeder der Zellproben, die so in die jeweiligen Mikro- 
testrohrchen gepackt war en, wurden 20 nl Tris-HCl-Puf ferlo- 
sung (1 mol, pH 8,0), 20 til einer wSBrigen QMPB-LSsung 

20 (OMPB-Konzentration: 200 mg/ml, pH 8,0}, 40 /il einer wSBri- 
gen Losung eines Aminodonors wie unten angegeben (der eines 
von Natrium-L-glutamat^ Natrium-L-aspartat und L-Alanin in 
einer Konzentration von 1 raol/ml enthielt) und 120 fil Wasser 
zugefiigt. Das resultierende Gemisch lieB man bei 37 ®C fiir 

25 24 h stehen, urn die Wechselwirkung zwischen den Mikrobenzel- 
len, der OMPB und der vorhandenen Aminodonor-Verbindung zu 
bewirken. Nach der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 
12 000 U/min ftlr 3 min zentrifugiert, und die Menge L-AMPB, 
die in der erhaltenen t}ber stands losung vorhanden war, wurde 

30 gemessen durch Bestimmen der Menge von L-AMPB mit einem Ami- 
nosSure-Analysator. Testergebnisse sind in den Tabellen 4 
bis 8 zusammengefafit. 
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Tabelle 4 

Produzierte L-AMPB- 





Menge 


(mg/ml) 




Eingesetzte Hikroorganismen 
(Bak-berien) 


Glu 




Ala 


Escherichia coli ATCC 10798 


9,8 


4,2 


3,3 


Pseudomonas aeruginosa ATCCC 10145 8,3 


3,3 


3,8 


PsexidozQonas cei^acia ATCC 177 


9,6 


2,4 


3,0 


Serratia marcescens ATCC 13880 




1,8 


1,6 


Tabelle 


5 








Produzierte L-AMPB- 
Menge (mg/ml) 




Eingese'tzte Mikroorganismen 
( Aciiinomvceten ^ 


Glu 


Asp 


Ala 


Streptomyces albus IFO 13014 
(ATCC 3004) 


7,4 


1,0 


0,8 


Streptomyces griseus IFO 12875 
(ATCC 23345) 


8,3 


1/7 


1/9 


Streptovericillium cinnamoneum 
IFO 12852 (ATCC 11874) 


10,6 


6,0 


2,2 


Streptomyces morookaensis 
IFO 13416 (ATCC 19166) 


6,8 


7,5 


3/3 


Nocardia nediterranei ATCC 21271 


8,1 


2,6 


1,6 


Nocardiopsis dassonvlllel JCH 3237 6,3 


1/5 


1,5 


Tabelle 


6 








Produzierte L-AMPB- 
Menge (mg/ml) 




Eingesetzte Mikroorganismen 
f Actinomvceten^ 


Glu 


Asp 


Ala 


Streptomyces viridochromogenes 
IFO 13347 


9,5 


1/6 


1/1 


Hicromonospora carbonaceae 
NRRL 2972 (ATCC 27114) 


6,1 


1,4 


1,6 



*Kultivierungsdauer: 48 h 
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Tabelle 7 



Eingesetzte Nikroorganismen 
fActinotnyceten) 

Streptomyces viridochromogenes 
JCM 4977* 



Produzierte L-AMPB- 
Menge (xng/ml) 



Glu 
8,8 



*Bialaphos-erzeugende Actinonyceten 



Asp 
5,6 



Ala 
3,6 



15 



Tabelle 8 



Produzierte L-AMPB- 
Menge (mg/ial) 



20 



Eingesetzte Hikroorganissien 
f Fungi) 

Mucor spinescens lAM Mu3 



* Kultivierungsdauer: 48 h 



Glu 
5,3 



Asp 
0,9 



Ala 
1/1 



Von den Spezies Oder StMxnmen der in den Tabellen 2 und 4 bis 

25 8 angegebenen Mikroorganisinen wurden die Spezies Oder Stanane 
mit den ATCCC-Nummern bei der "American Type Culture Collec- 
tion", Washington D.C., USA, hinterlegt und aufbewahrt; die 
Spezies oder Stamme mit den JCM-Nuinmern wurden bei der 
"Japan Collection of Microorganism", Institute of Physical 

30 and Chemical Research in Wako City, Saitama-ken, Japan, hin- 
terlegt und aufbewahrt; die Spezies Oder Stamme mit den lAM- 
Nummern wurden bei dem "Institute of Applied Microbiology, 
University of Tokyo", Tokyo, Japan, hinterlegt \ind aufbe- 
wahrt; vind die Spezies oder StSmme mit den IFO-Nummern wur- 

35 den bei dem "Institute for Fermentation, Osaka" in Osadca, 

Japan, hinterlegt und aufbewahrt. SSmtliche der Spezies oder 
StMmme der Mikroorganismen mit den oben angegebenen Zugangs- 
nummern sind als KulturstSmme bekannten Typs bei den oben 
angegebenen of fentlichen Hinterlegxingsstellen verftlgbar und 

40 erhaltlich. 
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Beispjel 12 

(1) Streptomyces hygroscopicus Stamm NP-50 (PERM BP-1368) 
wurde in 10 ml eines Vor]cult:unaediuiiis (enthaltend 2,0 % los- 

5 liche Starke, 1,0 % Polypepton, 0,3 % Fleischextrakt, 0,05 % 
Dikaliximhydrogenphosphat; pH 7,0) eingeimpft. Der NP-50- 
Staitim wurde bei 28 *C fiir 24 h schiittelkultiviert. Der re- 
sult ierende Nahrboden wurde a Is Impfkultur verwendet land in 
einer InokulumgroBe von 2 % in ein produktives Kulturmedium 
10 (enthaltend 7,0 % Glucose, 3,9 % Weizenkeime, 2,5 % losli- 
ches Vegetationsprotein, 0,3 % Kaliumdihydrogenphosphat, 
0,0001 % Cobaltchlorid; pH 6,8) inokuliert. Die Kultivierxmg 
wurde dann bei 28 "^C unter Beltiftung und Riihren durchge- 
fiihrt. 

15 

(2) 20*-]al-Portionen des Nahrbodens, der durch Kultivierung 
des Stamms NP-50 in dem oben genannten prod\2ktiven Kulturme- 
dium (iber 3 Tage erhalten wurde und Zellen des Stamms NP-50 
von Streptomyces hygroscopicus enthielt, wurde OMPB xxnd Na- 

20 trium-L-glutamat und Natrium-L-aspairtat a Is die Aminodonoren 
in solchen Mengen zugesetzt, daB ihre jeweiligen Konzentra- 
tionen in dem resultierenden Gemisch entsprechend der f ol- 
genden Tabelle 9 zu Beginn der jeweiligen Transaminierxings- 
reaktion erhalten wurden. Durch weitere Zugabe von 10 ml ei- 

25 ner 1 H Tris-HCl-Puf ferlosung (pH 8,5) wurde jedes der re- 
sultierenden Gemische auf pH 8,5 eingestellt, und das Volu- 
men des resultierenden Gemischs wurde auf 100 ml gebracht. 
Somit war das ursprtingliche Vo lumen des Nahrbodens fiinffach 
verdiinnt worden. 

30 

Man lieB dann die enzymatische Aminierungsreaktion von OMPB 
bei 37 fiir 24 h ablaufen unter sanftem Schiitteln der re- 
sultierenden Losung, die die darin suspendierten Zellen so- 
wie OMPB und die darin gelosten Aminodonor-Verbindungen 
35 enthielt. 
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Nach der Reaktion warden lOO-ml-Portionen der Reaktionsgemi- 
sche jewells einer Warmebehandlung (Sterilisierung und Xnak** 
tlvlerung des Enzyms) unterworfen, \m die Reaktion zu been* 
den. Jedes Reaktionsgemisch wurde filtriert^ um die Mikro- 
benzellen zu entfernnen, und die Mengen von L-AMPB in den 
einzelnen erhaltenen Filtraten wurden in einem Aminosaure- 
Analysator ("MLC-703", Warenname, hergestellt von ATTO COR- 
PORATION: Verveildauer 12 min) gemessen. Die Testergebnisse 
sind in der Tabelle 9 angegeben. 

Tabelle 9 

Anf angskonzentr a t ion Endkonz entr a t ion 
des Aminodohors vor der produzierten 







Anfangs- 


Beginn der Reaktion 


L-AMPB nach be- 


15 




konzen- 


(Mg/ml) 




endeter Reaktion 






tration 










Test 


von OMPB 


Natrium-L- 


Natrium-L- 


(Mg/nl) 




Nr. 


(jtig/ml) 


glutamat 


aspartat 


20 


1 


10 000 


10 000 


0 


5 930 




2 


10 000 


20 000 


0 


7 170 




3 


10 000 


0 


10 000 


350 




4 


10 000 


10 000 


10 000 


8 500 




5 


30 000 


30 000 


30 000 


28 360 



25 

Aus den Ergebnissen der Tabelle 9 ist ersichtlich, daB die 
aus OMPB hergestellte Menge von L-AMPB bedeutend zxinahm, 
wenn die enzyma'bische ArainierungsreaJc^ion von OMPB in Gegen- 
wart von Natrium-L-glutcunat und Natrium-L-Aspartat in Konbi- 
30 nation als Aminodonoren durchgefUhrt wurde, verglichen mit 
der Durchffihrung der enzymatischen Reaktion von OMPB in Ge- 
genwart von einem von Natri\im-L-glutaiaat Oder Natriim-L-as- 
partat. 

35 Beispiel 13 

Ein Nahrboden von Streptomyces hygroscopicns Staiam NP-50, 
der unter den gleichen Vorkultivierungsbedingungen wie in 
Beispiel 12 erzeugt worden war, wurde als Impfkultur einge- 
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setzt und in ein Volumen des gleichen prod\iktiven Kulturme- 
diums wi in Beispiel 12 in einen 3*-l-Flaschen-Fermenter in- 
okuliert, gefolgt von der DurchfUhriing der Kultivierimg bei 

28 filr 3 Tage. 

5 

2 1 des so erhaltenen NShrbodens warden in einen Reaktions- 
tank ttberftihrt, gefolgt von der Zugabe von 300 g OHPB in den 
Nahrboden. AuBerdem wurden deia Kulturboden 310 g Natrium*L- 
glutamat (Prodxikt von Hako Pure Chemical Industries, Ltd,) 

10 und 290 g Natrium-L-aspartat (Produkt von Nakarai Chemicals, 
Ltd.) zugesetzt und darin gelost. Nach Einstellen des resul- 
tierenden Gemischs auf pH 8,5 mit waBrigem NaOH wurde das 
Volumen des Gemischs durch Zugabe von Wasser auf 10 1 er- 
hoht. Damit war die Konzentration von OMPB in dem resultie- 

15 renden fliissigen Gemisch 30 000 fig/ml zu Beginn der Reak- 

tion. Die jeweiligen Konzentrationen von Natrium-L-glutamat 
und Natrium-L-aspartat wsoren zu diesem Zeitpunkt gleich der 
Holkonzentration von OMPB (1/6 mol) • Dann liefi man die enzy- 
matische Aminierungsreaktion von OMPB bei 37 ®C ftir 24 h ab- 

20 laufen unter sanftem Riihren des fliissigen Gemischs, das die 
Zellen des Stamms NP-50, OHPB und die Aminodonor-Verbindun-- 
gen enthielt, wobei der pH-Wert auf 8,5 gehalten wurde. Nach 
der ReaJction wurde das erhaltene Reaktionsgemisch durch 
Zugabe von 50 % Schwef elsaure auf pH 3,0 eingestellt. Nach 

25 der Zugabe eines Filterhilf smittels wurde das Reaktionsge- 
misch filtriert, um die Zellen abzutrennen, und es wurden 
9 1 des Filtrats erhalten. 

Die Konzentration von L-AMPB in dem Filtrat wurde auf die 
30 gleiche Weise wie in Beispiel 12 smalysiert. Sie wurde mit 

29 000 tig /ml ermitttelt. Das Filtrat wurde dann chromatogra- 
phiert, indem es durch eine Saule von 5 1 "Dowex 50W" (H"*"- 
Form) als Kationenaustauscharz geleitet und anschlieBend mit 
Wasser entwickelt wurde. Die L-AMPB-enthaltenden Fraktionen 

35 des Eluats wurden erneut auf einer Saule von "Dowex 1x2** 
(CH3COO~-Form) als Anionenaustauschharz chromatographiert. 
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die mlt Wasser gewaschen und dann mit 0^3 N wafiriger Essig- 
saurelosung eluiert vurde. 

Die L-AMPB-enthaltenden Fraktionen des Elua^s warden unter 
5 reduziertem Druck bis zur Trockne eingeengt, gefolgt von ei- 
nem Trocknen im Vakuiim, \m L-AHPB a Is weiBes Pulver zu erge*- 
ben. Dieses weifie Pulver wurde aus Methanol rekristalli** 
siert. Die Ausbeute an L*AMPB war 183 g (ca» 70 %) • 

10 Die so erhaltenen Kristalle von L-AMPB warden aaf die tibli- 
che Weise analysiert:, d. h. durch Messen der Elementarana- 
lyse, der spezifischen optischen Drehung, des Schnielzpunkts, 
des IR-Absorptionsspektrums , des NMR-Spektroms und des Mas- 
senspektrums . Es wurde bestatigt, dafl der erhaltene L-AMPB- 

15 Kristall mit einer authentischen Probe von L-AMPB vollstan- 
dig identisch war. 
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Palien-tansprttche 

5 

1. Verfahren zur Herstelliing von L-2-Ainino-4- 

(hydroxymethylphosphinyl) -butter sSure der Formel (I): 

O 
J 

CH.-P-CH^-CH^-CH-COOH (I) 
10 I ^ ^ I 

OH NHj 

durch Umsetzen von 4-(Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxobut- 
ters^iure der Formel fll) : 

15 

0 
II 

CH^-P-CH^-CH^-C-COOH (II) 
3 , 2 2, 

OH O 

20 lait Glutamins&ure oder Ihrem Salz als Aminodonor ftir das 

Substr at , 4 - ( Hydroxymethylphosphiny 1 ) -2 -oxobutt er sa\ir e , 
in Gegenvart einer Transaminase, die fahig ist, die Sub- 
stratverbindimg gem^ Formel (II) in 

L-Amino-4- (hydroxymethylphosphinyl) -butter saure gemaB 
25 Formel (I) in Gegenvart von Glutaminsaure oder ihrem 

Salz als Aminodonor umzuwandeln, wobei die GlutauninsMure 
Oder ihr Salz als Aminodonor in 2-Ketoglutarsaure oder 
ihr Salz als Nebenprodiikt unter der Wirlcving der Trans- 
aminase umgevandelt wird, 
30 dadurch aekennzeichnet ^ 

dafi die Transaminierungsreaktion des Substrats 
4- (Hydroxymethylphosphinyl) -2-oxobutters&ure gemSfi For- 
mel (II) mit GlutauninsSure oder ihrem Salz als dem 
Aminodonor in einem vSfirigen Reaktionsmedium mit einem 
35 alkalischen pH-W rt von 8,0 bis 9,0 wirksam ist durch 

Umsetzen des Substrats 4 -(Hydroxymethylphosphinyl) -2- 
oxobuttersMure in ihrer urspriinglichen hohen Konzentra- 



tion mit Glutaminsaure oder ihrem Salz, wie zu Beginn in 
elnem HolverhSltnis von 0,2 bis 3,0 moL pro 1 mol des 
Svibstrats (OMPB) zugesetzt, und in Gegenvart von 
AsparaginsSure Oder ihrem Salz, wie zu Beginn in einem 
MolverhSltnis von 1,0 bis 3,0 mol pro L mol des Sub* 
strats (OMPB) zugesetzt, und in Gegenvazrt von in Kultur 
geziichteten Zellen eines Mikroorganismus, der fShig ist, 
eine Transaminase mit einer enzymatischen AktivitSt zu 
erzeugen, urn das Substrat (OMBP) in das gewtinschte Pro- 
dukt L-2-Amino-4--(Hydroxymethylphosphinyl) -buttersaure 
in Gegenvaurt von GlutaminsSure oder ihrem Salz als 
Aminodonor umzuwandeln, und der aufierdem fahig ist, eine 
Transeuninase mit einer GOT*A)ctivitSLt zu erzeugen, tim die 
als Nebenprodukt erhaltene 2-Ketoglutarsaure oder ihr 
Salz zu GlutaminsSure oder ihrem Salz in Gegenwart von 
AsparaginsMure oder ihrem Salz, die als zweiter Aminodo- 
nor virkt, um ihre Aminogruppe an die 2-KetoglutarsSure 
abzugeben, zu regenerieren* 

Verfahren nach Anspruch 1, 

wobei die Substratverbindung (OMPB) bei ihfer urspriing- 
lichen hohen Konzentration von 0,1 bis 100 mg/ml in dem 
wSfirigen Reaktionsmedium gel5st wird, 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

wobei die Transaminierungsresdction bei einer Temperatiir 
in einem Bereich zwischen Raxmtemperatur und 60 
durchgeftihrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspiriiche 1 bis 3, 
wobei der verwendete Mikroorganismus, der fShig ist, die 
Transaminase zu erzeugen, ausgewShlt ist aus Streotomv- 
ces hvoroscopicus SP-1293 FERM BP-130 Oder ATCC 21705, 
Streptomyces hyaroscopicus NP-50 FERM BP-1368, Streoto- 
myces lividans 66 FERM BP-737, Str ptomvces albus IFO 
13014 (ATCC 3004) , Streptomvces oriseus IFO 12875 
(ATCC 23345) , Streptovericillium cinnamoneum IFO 12852 
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(ATCC 23345) , Str eptover ici 1 1 iim cinnamoneum IFO 12852 
(ATCC 11874) , Streptomyces morookaensis IFO 13416 
(ATCC 19166)^ Nocardia nediterranei ATCC 21271, Nocar- 

diopsis dassonvillei JCM 3237, Streptomvces viridochro- 
5 moaenes IFO 13347 (ATCC 14920) , Streptomyces virldochro 

moaenes JCM 4977, Micromonospora carbonaceae NSRL 2972 
(ATCC 27114), Escherichia qoli ATCC 10798; Pseudomonas 

^er^qinog^ ATCC 10145, Pseudomonas cepacia ATCC 17759, 

Serratla marcescens ATCC 13880 tind Mucor spinescens lAM 
10 Mu3 • 



